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Mikroorganisme penghasil biosurfaktan telah diisolasi dari air laut yang tercemar minyak yang diambil dari 
beberapa lokasi dermaga di Indonesia. Lima dari 155 isolat yang diisolasi mampu menghasilkan biosurfaktan yang 
tinggi melalui proses fermentasi menggunakan medium produksi Marine Broth (Difco). Isolat ML4-10 yang 
diisolasi dari kawasan dermaga kilang minyak Pertamina di Cilacap menunjukkan kemampuan menghasilkan 
biosurfaktan tertinggi. Pada uji biosurfaktan yang dihasilkan oleh isolat ML4-10 menunjukkan bahwa aktifitas 
emulsifikasi  dan oil displacement, berturut-turut adalah 54,1 ± 0,8 dan 10,5 ± 0,3. Biosurfaktan dari ML4-10 juga 
menunjukkan nilai positif pada uji oil drop test. Pada uji aktifitas emulsifikasi dan oil displacement menggunakan 
berbagai sumber minyak, biosurfaktan dari ML4-10 juga menunjukkan aktifitas yang tinggi, hal ini menunjukkan 
biosurfaktan mempunyai potensi aplikasi yang luas. 
Kata kunci: biosurfaktan, pencemaran minyak, air laut, mikroorganisme, isolat 
 
ABSTRACT 
Biosurfactant-producing microorganisms have been isolated from contaminated sea water, taken from several dock 
sites in Indonesia. Five of the 155 isolates were able to produce high biosurfactants through a fermentation process 
using Marine Broth (Difco) as production medium. Isolate ML4-10, isolated from area at Pertamina oil refinery 
dock in Cilacap, showed the highest ability to produce biosurfactants. The biosurfactant showed high emulsification 
and oil displacement activity, i.e. 54.1 ± 0.8 and 10.5 ± 0.3, respectively. Biosurfactant from ML4-10 also showed 
positive value on oil drop test. In the emulsification and oil displacement activity test using various oil sources, the 
biosurfactants of ML4-10 also showed high activities, suggesting that biosurfactants has a wide potential 
application. 




      
 Biosurfaktan adalah molekul aktif 
permukaan yang berasal dari sel-sel hidup. 
Struktur biosurfaktan terdiri dari gugus 
hidrofilik dan hidrofobik sehingga dapat 
menurunkan tegangan antarmuka/permukaan. 
Berbagai mikroorganisme dapat 
menghasilkan biosurfaktan, mulai dari 
kelompok bakteri, kapang, maupun jamur, 
Biosurfaktan dihasilkan oleh mikroorganisme 
sebagai produk ekstraseluler ataupun sebagai 
bagian dari membran sel [1]. Jika 
dibandingkan dengan surfaktan kimia, maka 
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biosurfaktan memiliki banyak keunggulan 
seperti bersifat biodegradabel, toksisitas 
rendah, dapat disintesis dari bahan baku yang 
murah dan terbarukan, stabil pada kondisi 
pH, suhu maupun kekuatan ionik yang 
ekstrem [2]. Biosurfaktan juga dapat 
dihasilkan secara in-situ pada area yang 
terkontaminasi minyak [3]. Berdasarkan 
struktur molekulnya, biosurfaktan dapat 
digolongkan menjadi glikolipida, lipopeptida, 
kompleks polisakarida-protein, fosfolipida, 
asam lemak dan lipida netral. Struktur 
molekul yang variatif tersebut menjadikan 
biosurfaktan memiliki potensi besar untuk 
diaplikasikan di berbagai industri, seperti 
remediasi [4, 5, 6], pertanian [7], deterjen 
[8], biopestisida [9], kilang minyak [10, 4, 
11, 5], biomedik [12], kosmetik [13] dan 
lain-lain.  
 Untuk mengisolasi mikroorganisme 
penghasil biosurfaktan yang potensial untuk 
aplikasi industri maka perlu dilakukan 
evaluasi terhadap kemampuan biosurfaktan 
dalam menurunkan tegangan permukaan. 
Tegangan permukaan merupakan parameter 
penting yang menunjukkan keefektifan 
surfaktan. Salah satu kriteria yang digunakan 
dalam seleksi biosurfaktan adalah mampu 
menurunkan tegangan permukaan hingga di 
bawah 40 mNm-2 [14].  
 Mikroorganisme laut merupakan 
mempunyai potensi yang besar sebagai 
penghasil senyawa-senyawa alam, termasuk 
biosurfaktan. Luas lautan yang meliputi 70% 
luas permukaan bumi, merupakan sumber 
senyawa alam dengan diversitas yang tinggi. 
Guna mengisolasi mikroorganisme penghasil 
biosufaktan, area lautan yang tercemar 
minyak merupakan lokasi yang sangat 
potensial. Hal ini terkait dengan peran 
fisiologis biosurfaktan, yaitu dapat 
mengemulsikan substrat yang tidak larut 
dalam air melalui penurunan tegangan 
permukaan, sehingga mikroorganisme dapat 
menyerap substrat untuk digunakan dalam 
proses metabolisme, motilitas, sinyal sel, 
amensalisme, dan lain-lain [15]. 
Karakteristik biosurfaktan yang unik, seperti 
struktur gugus hidrofobik maupun gugus 
hidrofilik, diduga dipengaruhi oleh 
perbedaan ekologis serta mekanisme 
persaingan populasi di mikro-habitat [16]. 
Berdasarkan hal tersebut, maka isolasi 
mikroba penghasil biosurfaktan dari 
lingkungan laut yang tercemar minyak 
menarik untuk diteliti. Biosurfaktan yang 
diperoleh diharapkan mampu diaplikasi di 
bidang remediasi, enhanced oil recovery 
(EOR), pencucian tangki minyak, 
menurunkan viskositas minyak fraksi berat, 
stabilisasi emulsi minyak-air dan lainnya. 
Dalam penelitian ini, dilaporkan isolasi dan 
skrining bakteri penghasil biosurfaktan yang 
diisolasi dari air laut yang tercemar minyak 
dan karakterisasi biosurfaktan terpilih. 
BAHAN DAN METODE 
Isolasi Bakteri Penghasil Biosurfaktan 
Sampel air laut yang tercemar minyak 
diambil dari lima lokasi berbeda yaitu 
kawasan dermaga nelayan di Manado (kode 
sampel ML1), kawasan dermaga nelayan di 
Pelabuhan Ratu Sukabumi (kode sampel 
ML2), kawasan dermaga nelayan di Muara 
Karang, Jakarta Utara (kode sampel ML3), 
kawasan dermaga kilang minyak Pertamina 
di Cilacap – Jawa Tengah (kode sampel ML-
4) dan kawasan dermaga Muara Angke 
Jakarta Utara (kode sampel ML-5). 
Tumpahan minyak ke laut terjadi sebagai 
akibat adanya aktifitas bongkar-pasang mesin 
untuk perbaikan kapal maupun 
pengoperasian mesin kapal. Sampel diambil 
menggunakan wadah plastik steril dan 
disimpan pada 4oC hingga digunakan. Isolasi 
mikroba penghasil biosurfaktan dilakukan 
dengan metode isolasi langsung. Sampel 
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diencerkan secara serial hingga 10-5 
menggunakan 0,85% air garam steril, dan 
selanjutnya masing-masing pengenceran 
diambil sebanyak 100 μL dan disebar merata 
di atas permukaan Nutrient Agar (Difco) 
dalam cawan petri dan diinkubasi pada suhu 
37oC selama 48 jam. Bakteri yang tumbuh 
dengan morfologi berbeda dipilih dan 
dimurnikan minimum sebanyak 2 kali 
dengan metode penggoresan kuadran pada 
media Nutrien Agar (NA), untuk 
mendapatkan isolat murni. Isolat selanjutnya 
disimpan dan dipelihara pada NA miring 
serta digunakan untuk proses skrining bakteri 
penghasil biosurfaktan. 
Skrining Bakteri Penghasil Biosurfaktan 
 Kultur segar dari isolat murni yang 
diinkubasi satu hari sebelumnya disiapkan 
menggunakan medium NA. Sedikit kultur 
selanjutnya diambil menggunakan jarum ose 
dan diinokulasikan ke dalam 5 ml Nutrien 
Broth (Difco) dan diinkubasi selama 16-20 
jam pada suhu 37oC dalam water bath shaker 
dengan kecepatan 180 rpm untuk penyiapan 
inokulum primer. Sebanyak 2 ml inokulum 
primer diambil dan diinokulasikan ke dalam 
50 ml media produksi yang berisi Marine 
Broth (Difco) dan selanjutnya ditempatkan di 
pengocok orbital dengan kecepatan 200 rpm, 
30oC selama 2 hari.  
Uji Aktivitas Biosurfaktan 
 Cairan hasil fermentasi disentrifugasi 
pada 10.000 rpm selama 15 menit untuk 
memisahkan supernatant dari sel. Supernatan 
diambil dan digunakan untuk uji aktivitas 
biosurfaktan. Metode uji biosurfaktan yang 
digunakan terdiri dari uji aktivitas 
emulsifikasi, oil displacement test dan drop 
collapse test 
Uji Emulsifikasi 
 Uji emulsifikasi digunakan untuk 
mengetahui kemampuan biosurfaktan dalam 
mengemulsikan zat cair yang berbeda 
kepolarannya. Supernatan bebas sel hasil 
fermentasi dicampur dengan minyak tanah di 
dalam tabung reaksi (diameter 10 mm, tinggi 
20 cm) dengan perbandingan 1:1 (1,5 ml 
supernatan dicampur dengan 1,5 ml minyak 
tanah). Campuran divorteks dengan 
kecepatan tinggi selama 2 menit dan 
selanjutnya dibiarkan selama 24 jam 
sehingga terbentuk emulsi yang stabil. Hasil 
uji emulsifikasi dinyatakan sebagai indeks 
emulsifikasi (E24) [17, 18, 19]. 
       (1) 
Oil Spreading Test 
 Uji dilakukan dengan menuangkan 50 
ml akuades ke dalam cawan petri 
berdiameter 25 cm. Selanjutnya di atas air 
tersebut ditetesi 50 μl minyak solar sehingga 
membentuk lapisan tipis minyak di atas air. 
Di atas lapisan minyak ditetesi 10 μl 
supernatan hasil fermentasi. Jika supernatan 
mengandung biosurfaktan maka akan terjadi 
zona bening akibat penyisihan lapisan 
minyak oleh biosurfaktan. Diameter zona 
bening yang terbentuk diukur menggunakan 
jangka sorong. Sebagai pembanding 
digunakan larutan akuades sebagai kontrol 
negatif dan SLS 1% sebagai kontrol positif. 
 
Drop Collapse Test 
 Drop collapse test dilakukan sesuai 
dengan metode Bodour [20] dengan sedikit 
modifikasi. Uji dilakukan dengan 
meneteskan 25 μl minyak pelumas motor 
(SAE 20 W) pada permukaan parafilm dan 
didiamkan selama 1 jam agar stabil. 
Selanjutnya, di atas tetesan minyak ditetesi 
supernatan bebas sel. Tetesan supernatan di 
atas minyak akan berbentuk datar jika 
mengandung biosurfaktan. Sampel yang 
menghasilkan tetesan berbentuk datar diberi 
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skor positif '+' dan tetesan berbentuk bulat 
diberi nilai negatif '-' [21]. Akuades 
digunakan sebagai kontrol negatif dan SLS 
1% sebagai kontrol positif. 
Karakterisasi Biosurfaktan Terpilih 
 Karakterisasi dari biosrfaktan terpilih 
dilakukan dengan melakukan uji emulsifikasi 
menggunakan beberapa jenis minyak bumi 
dan minyak nabati. Jenis minyak bumi yang 
digunakan adalah minyak pelumas, minyak 
tanah dan minyak disel, sedangkan jenis 
minyak nabati adalah minyak kedelai, 
minyak sawit dan minyak jagung. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Biosurfaktan merupakan molekul yang 
bersifat amfifilik dengan diversitas yang 
tinggi, ramah lingkungan dan dapat 
digunakan secara luas di industri sehingga 
merupakan bioproduk yang sangat menarik. 
Guna skrining mikroba penghasil 
biosurfaktan, isolat murni dikulturkan dalam 
medium produksi dan pada akhir proses 
fermentasi, cairan fermentasi disentrifugasi 
untuk memperoleh supernatan bebas sel. 
Skrining mikroba didasarkan terhadap 
kemampuaan mikroba dalam menghasilkan 
biosurfaktan yang disekresikan ke dalam 
medium. Dari sudut pandang industri, 
ekstraseluler biosurfaktan lebih menarik 
dibandingkan dengan intraseluler 
biosurfaktan yaitu biosurfaktan yang 
menempel di dinding sel karena faktor 
kemudahan dan ekonomi untuk proses 
rekoverinya [14].  
Hasil penelitian ini mengkonfirmasi 
bahwa area yang tercemar minyak 
merupakan tempat yang potensial untuk 
memperoleh mikroorganisme penghasil 
biosurfaktan. Sebanyak 55 mikroba dengan 
morfologi yang berbeda dapat diisolasi 
melalui cara direct plating dari sampel air 
laut yang tercemar minyak. Sebanyak lima 
isolat atau 9,1% dari total isolat 
menunjukkan kemampuan dalam 
menghasilkan biosurfaktan.  
 Uji biosurfaktan dengan metode drop 
collapse didasarkan pada destabilisasi tetesan 
cairan oleh surfaktan. Jika tetesan sampel 
tidak mengandung biosurfaktan maka 
molekul air yang bersifat polar akan menarik 
permukaan air dari permukaan hidrofobik 
minyak sehingga tetesan akan berbentuk 
bulat dan stabil. Sebaliknya jika sampel 
mengandung biosurfaktan maka bentuk 
tetesan akan datar karena tegangan 
antarmuka antara sampel dan minyak 
menurun. Diameter tetesan yang terbentuk 
tergantung dari konsentrasi biosurfaktan 
dalam sampel yang berkorelasi dengan 
besarnya tegangan permukaan atau antar 
muka. Metode ini tidak terlalu sensitif untuk 
mendeteksi biosurfaktan dengan konsentrasi 
kecil, namun demikian hasil penelitian 
menunjukkan bahwa seluruh isolat yang 
positif pada uji drop collapse juga 
menunjukkan hasil yang positif pada uji oil 
displacement dan emulsifikasi. Hal ini 
menunjukkan bahwa mikroba penghasil 
biosurfaktan hasil isolasi mempunyai 
kemampuan yang tinggi dalam menghasilkan  
biosurfaktan. Dari seluruh isolat penghasil 
biosurfaktan, isolat ML4-10 mampu 
menghasilkan biosurfaktan dengan aktifitas 
emulsifikasi  dan oil displacement tertinggi, 
berturut-turut adalah 54,1 ± 0,8 dan 10,5 ± 
0,3. Biosurfaktan dari ML4-10 juga 
menunjukkan bentuk tetesan yang datar pada 
drop collapse test. Hasil uji biosurfaktan 
selengkapnya ditampilkan dalam Tabel 1.  
 Biosurfaktan dari isolate ML4-10 juga 
menunjukkan kemampuan dalam 
mengemulsikan berbagai jenis minyak, baik 
minyak bumi seperti minyak pelumas, 
minyak tanah, dan minyak disel serta minyak 
nabati, seperti minyak kedelai, minyak sawit  
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Tabel 1. Uji aktifitas biosurfaktan dari mikroba penghasil biosurfaktan yang diisolasi 
dari air laut yang tercemar minyak 
 Kode 
isolat 
Diameter zona bening pada  Oil 
displacement test (cm) 
Indeks emulsifikasi, 




ML1-10 10,0 ± 0.5 15,0 ± 1,7  + 
ML2-01 6,9 ± 1,3 24,4 ± 0,4  + 
ML2-02 5,0 ± 0,5 10,0 ± 0.7  + 
ML2-08 6,6 ± 0,3 11,7 ± 0,7  + 
ML4-10 10,5 ± 0,3 54,1 ± 0,8  + 
 
 
dan minyak jagung. Emulsifikasi Indeks, E24, 
pada berbagai jenis minyak ditunjukkan pada 
Tabel 2. Hingga hari ke 5, emulsi 
menunjukkan sifat yang masih stabil. 
 
 
Gambar 1. Uji drop collapse dari (a) kontrol 
positif: SLS 1%, (b) biosurfaktan dari isolat 
ML4-10 dan (c) kontrol negatif: air destilat. 
. KESIMPULAN 
 Lima isolat penghasil biosurfaktan 
telah diisolasi dari sampel air laut yang 
tercemar minyak. Biosurfaktan yang 
dihasilkan mampu mendegradasi berbagai 
jenis minyak yang ditunjukkan melalui uji 
aktifitas emulsifikasi dan oil displacement. 
Biosurfaktan yang diperoleh berpotensi 
untuk diaplikasikan di berbagai bidang 
seperti bioremediasi, enhanced oil recovery 
(EOR), penanganan pencemaran minyak 






Gambar 2. Uji oil displacement dari biosurfaktan yang dihasilkan oleh isolat ML4-10 
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Gambar 3. Uji emulsifikasi dari biosurfaktan yang dihasilkan oleh isolat ML4-10 menggunakan 
berbagai jenis minyak (a) minyak pelumas, (b) minyak tanah, (c) minyak disel, (d) minyak 
kedelai, (e) minyak sawit dan (f) minyak jagung. 
 
Tabel 2. Emulsifikasi indeks dan penyisihan minyak dari biosurfaktan dari ML4-10 pada 
berbagai jebnis minyak 
Jenis minyak E24 (%) Diameter zona bening pada 
oil displacement test (cm) 
Minyak pelumas 60,0 9,4 
Minyak tanah 54,1 9,9 
Minyak disel  40,5 8,1 
Minyak kedelai 46,9 7,6 
Minyak sawit 88,2 8,1 
Minyak jagung 88,2 9,3 
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